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ABSTRAK
Pendahuluan: Dewasa ini, paparan cadmium pada lingkungan semakin meningkat dan menimbulkan efek toksik dalam tubuh manusia dan makhluk hidup sekitarnya. Embryotoxic dan teratogenic effects adalah dampak toksik yang disebabkan oleh paparan cadmium. Penelitian bertujuan untuk mengetahui efek paparan CdCl2 pada induk Danio rerio dewasa terhadap perubahan usia penetasan embrio dan luas area yolk sac pada larva Danio rerio Hipotesis penelitian ini adalah paparan cadmium dapat menyebabkan percepatan penetesan embrio dan perluasan area yolk sac larva Danio rerio.
Metode: Metode penelitian eksperimental laboratorium in vivo menggunakan desain control group post test only. Danio rerio  yang digunakan fase juvenile usia 3 bulan didapar 30 hari yang dibagi ke dalam 4 kelompok CdCl2 dosis 0,5 ppm, 1 ppm, 1,5 ppm, dan kontrol. Pemijahan dilakukan pada Danio rerio  usia 4 bulan yang telah diberi paparan CdCl2. Pengamatan dilakukan pada embrio dan larva Danio rerio dengan menggunakan mikroskop stereo perbesaran 4,5x dan digunakan software Image J untuk analisa data. Data diuji statistik menggunakan software SPSS 16.0..
Hasil: Pemberian paparan CdCl2 1,5 ppm menyebabkan terjadinya percepatan penetasan embrio Danio rerio secara signifikan kurang lebih sebesar 40%. Paparan CdCl2 menyebabkan perluasan area yolk sac bergantung dosis, semakin tinggi dosis CdCl2 yang dipaparkan pada induk Danio rerio (F1) berdampak semakin besar perluasan area yolk sac larva Danio rerio (F2). Didapatkan rerata luas area yolk sac ±  SD pada kelompok perlakuan CdCl2 dosis 0,5 ppm, 1 ppm, 1,5 ppm, dan kontrol berturut-turut kurang lebih (3.661±0.236) mm, (4.622±0.262) mm, (5.069 ± 0.370) mm, dan (3.303 ± 0.302) mm. Terdapat perbedaan yang signifikan pada perluasan area yolk sac larva Danio rerio antar kelompok perlakuan CdCl2.
Kesimpulan: Pemberian papaparan CdCl2 kronis pada induk Danio rerio (F1) menyebabkan terjadinya teratogenik ditandai dengan percepatan penetasan embrio dan embriotoksik ditandai dengan  perluasan area yolk sac larva Danio rerio (F2) (p<0,05).





Introduction: Recently, cadmium exposure in the environment were increasing which causes toxic effects on the human body and living things around. Embryotoxic and teratogenic toxic effects caused by exposure to cadmium. This research proposed to know the effect of administration chronic CdCl2 on Danio rerio parental on the changes of embryo’s hatching time and the yolk sac area on Danio rerio’s larvae. The research hypothesis is that exposure to cadmium can cause hatching acceleration of embryo and expansion of the yolk sac area of the Danio rerio larvae. 
Methods: This research used laboratory experimental method in vivo with control group post-test only design. Danio rerio that was used juvenile phase 3 months old that was exposured on 30 days that was divided on 4 CdCl2 0,5 ppm, 1 ppm, 1,5 ppm dose group, and control. The segregation has been done on Danio rerio using microscope stereo 4,5x magnification and used software Image J for data analyzing. The data experimented statistically using software SPSS 16.0..
Results: The administration of 1.5 ppm CdCl2 caused a hatching acceleration of Danio rerio embryos significantly by 40% compared to the control group. The administration of CdCl2 caused the expansion of the yolk sac area  dose dependent, the higher the dose of CdCl2 which is exposed to the Danio rerio parental (F1), influence the greater impact of  the yolk sac area expansion of the Danio rerio larvae (F2). The average yolk sac area ± SD in the treatment group CdCl2 0.5 ppm, 1 ppm, 1.5 ppm, and the control were approximately (3,66±0.236) mm, (4,622 ± 0.262) mm, (5,069 ± 0.370) mm, and (3,303 ± 0.302) mm. There were significant differences in the expansion of the yolk sac area of the Danio rerio larvae between the CdCl2 treatment groups.
Conclusion: The administration of chronic CdCl2 on Danio rerio parental causing teratogenicity that indicated by hatching acceleration of embryo and embryotoxicity that indicated by expansion of the yolk sac area of  Danio rerio’s larvae (P<0,05).









Cadmium (Cd) merupakan salah satu logam berbahaya bagi lingkungan yang sampai saat ini terus menjadi perhatian dunia1,2. Hal ini disebabkan oleh beberapa faktor  yaitu peningkatan paparan Cd di lingkungan, efek toksik Cd yang menggangu kesehatan manusia, dan waktu paruh yang panjang sekitar sepuluh tahun sehingga sulit dikeluarkan dari dalam tubuh3. Dalam kehidupan sehari-hari, Cd dapat kita jumpai pada beberapa peralatan rumah seperti baterai, printer warna, plastik, kaca/cermin, fotokopi, pestisida, dan air laut4. Logam berat seperti Cd dapat mencemari lingkungan tanah, perairan, dan udara, namun yang paling membahayakan kehidupan yaitu pencemaran yang terjadi pada perairan5. Cd dapat masuk ke dalam tubuh manusia melalui tiga cara, yaitu ingesti, inhalasi, dan dermal. Efek toksik yang ditimbulkan Cd diantaranya yaitu nephrotoxic, cytotoxic, genotoxic, immunotoxic, dan carcinogenic4,6,7. Efek paparan Cd pada ibu hamil dapat menyebabkan terjadinya embryotoxic dan terratogenic8. 
Untuk mengetahui lebih lanjut efek terratogenic dan embryotoxic akibat paparan Cd dapat dilakukan dengan mengamati perubahan usia penetasan dan perubahan luas yolk sac pada larva Danio rerio. Usia penetasan dapat menjadi marker efek terratogenic dan embryotoxic akibat paparan Cd karena Cd yang menempel pada chorion embrio akan menutupi pori-pori chorion yang menyebabkan penurunan sirkulasi O2 sehingga merangsang peningkatan laju respirasi dan merangsang pengeluaran choriolysin yang menyebabkan percepatan penetasan9. Selain itu, perubahan luas yolk sac juga dapat dijadikan marker untuk mengetahui efek terratogenic dan embryotoxic akibat paparan Cd karena yolk sac pada ibu hamil berfungsi untuk mengatur nutrisi pada janin, jika yolk sac terganggu maka nutrisi pada janin tidak optimal10. Penelitian sebelumnya telah dilakukan pada larva ikan dace (Leuciscus idus L.) yang dipapar Cd dosis 0,1 ppm selama 125 dan 141 hpf didapatkan hasil oedema yolk sac11. Penelitian Lizardo-Daudt and Kennedy (2008) pada Oncorhynchus mykiss yang dipapar CdCl2 dosis 0.05 and 0.25 μg/L menyebabkan premature hatching. Namun, belum ada penelitian yang mengamati efek teratogenik larva Danio rerio dengan paparan Cd yang dipaparkan pada induknya sejak fase juvenile sampai dewasa. 







Penelitian ini menggunakan metode eksperimental laboratorium secara in vivo dengan desain penelitian control group post test only, menggunakan hewan coba Danio rerio yang diberi paparan CdCl2 selama 30 hari.
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Zebra Fish Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang dan Laboratorim Fakultas Peternakan dan Perikanan Universitas Brawijaya. Penelitian ini dilakukan pada Februari-April 2019 yang telah disetujui oleh Komisi Etik Penelitian (Animal Care and Use Commited) Universitas Brawijaya dengan No. 1070-KEP-UB tahun 2019.

Pengelompokan dan Perlakuan Hewan Coba
Penelitian ini menggunakan Danio rerio juvenile usia 3 bulan yang diternakkan dari Sentra Pembiakan Danio rerio Tulungagung, Jawa Timur serta telah didentifikasi dan disertifikasi di Fakultas Perikanan dan Kelautan Universitas Airlangga dengan Nomor: 006/ULMKILP/UA.FPK/03/2019. Sampel dibagi ke dalam 4 kelompok perlakuan yaitu kelompok kontrol, kelompok CdCl2 0,5 ppm, kelompok  1 ppm, dan kelompok 1,5 ppm yang dipapar  selama 30 hari. Pemijahan dilakukan dengan perbandingan Danio rerio jantan dan betina 2:1. Embrio Danio rerio yang didapatkan dari pemijahan dipilih sebanyak 10 embrio pada masing-masing kelompok perlakuan. Larva yang dipilih dan digunakan sebanyak 10 larva pada masing-masing kelompok perlakuan.

Pembuatan dan Penentuan Dosis Cadmium Chloride (CdCl2)
Media uji yang digunakan adalah CdCl2 berasal dari cadmium stock Loba Chemie dengan nomor CAS 35658-65-2 dan kode produk 02417. Dosis yang digunakan yaitu 0,5 ppm, 1 ppm, dan 1,5 ppm didapatkan dari eksplorasi dan acuan LC50 Danio rerio juvenile yaitu 2,5 ppm12. Dosis tersebut diperoleh dengan cara melarutkan 500 mg kristal CdCl2 ke dalam 1000 mL aquades sehingga didapatkan larutan induk CdCl2 500 ppm. Selanjutnya, dilakukan penghitungan dengan rumus pengenceran untuk mendapatkan dosis CdCl2 0,5 ppm, 1 ppm, dan 1,5 ppm dan didapatkan larutan uji yaitu 50 ml, 100 ml, dan 150 ml.

Pengamatan Daya Tetas Embrio Danio rerio






disimpan dalam  inkubator MMM Ecocell sampai 72 hpf. 
Pengamatan daya tetas embrio Danio rerio  dilakukan pada 24, 48, dan 72 hpf menggunakan mikroskop stereo perbesaran 4.5x yang terhubung pada komputer dengan software Honestech vhs to dvd 2.5 se. Kemudian dilakukan penghitungan daya tetas embrio Danio rerio  dengan menggunakan rumus sebagai berikut13 : 

Pengamatan Luas Area Yolk Sac Larva Danio rerio 
Diambil 10 telur usia 5,25 hpf dari masing-masing Aquarium Perlakuan 1 (P1), Perlakuan 2 (P2), Perlakuan 3 (P3), dan kontrol (P0) lalu dipindahkan dalam 24 well plate yang berisi embryonic medium dengan diberikan masing – masing label P1, P2, P3, P0 yang kemudian disimpan dalam  inkubator MMM Ecocell sampai 72 hpf. 
          Pengamatan luas area yolk sac dilakukan pada 72 hpf yang difoto melalui mikroskop stereo perbesaran 4.5x yang terhubung pada komputer dengan software Honestech vhs to dvd 2.5 se dan software Image J untuk mengukur luas area yolk sac. Hasil pixels dikonversi ke dalam bentuk milimeter14.

Analisa Data
Data yang diperoleh dilakukan analisa menggunakan SPSS 16.0. Hasil pengamatan daya tetas embrio Danio rerio  dilakukan uji statistik menggunakan Kruskal Wallis yang dilanjutkan Mann Whitney dengan taraf signifikansi p<0,05, sedangkan hasil pengamatan luas area yolk sac    larva Danio rerio  dilakukan uji statistik menggunakan one way ANOVA dilanjutkan Post Hoc Test LSD dengan taraf signifikansi p<0,05. 

HASIL DAN ANALISA DATA
Efek Paparan CdCl2 terhadap Perubahan Daya Tetas Embrio Danio rerio 
Penghitungan daya tetas embrio Danio rerio  pada 24 hpf, 48 hpf, dan 72 hpf dapat dilihat pada Tabel 1, 2, dan 3.
Tabel 1 Rerata Daya Tetas Embrio Danio rerio  24 hpf
Kelompok	Usia (hpf)	n(Ʃ Ulangan)	Rerata ± SD (%)
Kontrol (P0)	24	3	00.00 ± 00.00
CdCl2 0,5 ppm (P1)	24	3	00.00 ± 00.00
CdCl2 1 ppm (P2)	24	3	00.00 ± 00.00
CdCl2 1,5 ppm (P3)	24	3	00.00 ± 00.00
Keterangan : Tabel 1 menunjukkan rerata daya tetas embrio Danio rerio  24 hpf. Data diuji menggunakan Kruskal Wallis dan dilanjutkan dengan Mann-Whitney (p>0,05). 


Tabel 2 Rerata Daya Tetas Embrio Danio rerio  48 hpf
Kelompok	Usia (hpf)	N(Ʃ Ulangan)	Rerata ± SD (%)
Kontrol (P0)	48	3	00.00 ± 00.00a
CdCl2 0,5 ppm (P1)	48	3	00.00 ± 00.00a
CdCl2 1 ppm (P2)	48	3	00.00 ± 00.00a
CdCl2 1,5 ppm (P3)	48	3	43.33 ± 15.28b
Keterangan : Tabel 2 menunjukkan rerata daya tetas embrio Danio rerio  48 hpf. Data diuji menggunakan Kruskal Wallis dan dilanjutkan dengan Mann-Whitney (p<0,05). Notasi (a) berbeda signifikan terhadap P3, (b) berbeda signifikan terhadap P0, P1, dan P2.

Tabel 3 Rerata Daya Tetas Embrio Danio rerio  72 hpf
Kelompok	Usia (hpf)	N(Ʃ Ulangan)	Rerata  ± SD (%)
Kontrol (P0)	72	3	100.00 ± 00.00
CdCl2 0,5 ppm (P1)	72	3	100.00 ± 00.00
CdCl2 1 ppm (P2)	72	3	100.00 ± 00.00
CdCl2 1,5 ppm (P3)	72	3	100.00 ± 00.00
Keterangan : Tabel 3 menunjukkan rerata daya tetas embrio Danio rerio  72 hpf. Data diuji menggunakan Kruskal Wallis dan dilanjutkan dengan Mann-Whitney (p>0,05). 

Gambar 1. Pengamatan Daya Tetas Embrio Danio rerio 
Keterangan: Gambar 1 menunjukkan hasil pengamatan daya tetas embrio ikan  zebra menggunakan mikroskop stereo dengan perbesaran 4.5x.

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan bahwa pada 24 dan 72 hpf tidak didapatkan perbedaan signifikan usia penetasan embrio Danio rerio  kelompok kontrol dibandingkan kelompok perlakuan (CdCl2 dosis 0,5 ppm, 1 ppm, dan 1,5 ppm) dan diantara kelompok perlakuan juga tidak didapatkan perbedaan yang signifikan. Pada hasil penelitian daya tetas embrio Danio rerio  48 hpf kelompok  kontrol dibandingkan  kelompok CdCl2





yang signifikan, namun didapatkan perbedaan yang signifikan jika dibandingkan kelompok CdCl2 1,5 ppm sebesar kurang lebih 40%.

Efek Paparan CdCl2 terhadap Perubahan Luas  Area Yolk Sac Larva Danio rerio 
Pengamatan dan penghitungan luas area yolk sac larva Danio rerio  pada kelompok kontrol (P0) dan kelompok perlakuan (CdCl2 0,5 ppm, 1 ppm, dan 1,5 ppm) dapat dilihat pada Gambar 2, Gambar 3, dan Tabel 4.



































Gambar 2 Pengamatan Luas Area Yolk Sac Larva Danio rerio  72 hpf





Tabel 4 Luas Area Yolk Sac Larva Danio rerio  72 hpf
Kelompok	N(Ʃ Sampel)	Rerata ± SD (mm)
Kontrol (P0)	10	3.303 ± 0.302a
CdCl2 0,5 ppm (P1)	10	3.661 ± 0.236b
CdCl2 1 ppm (P2)	10	4.622 ± 0.262c
CdCl2 1,5 ppm (P3)	10	5.069 ± 0.370d


Gambar 3 Histogram Rerata Luas Area Yolk Sac Larva Danio rerio  72 hpf
Keterangan: Gambar 3 menunjukkan rerata luas area yolk sac larva Danio rerio  72 hpf.  Data telah diuji statistik menggunakan One Way ANOVA dilanjutkan post hoc LSD (p<0,05). Notasi (a) berbeda signifikan terhadap P1, P2, dan P3, (b) berbeda signifikan terhadap P0, P2, dan P3, (c) berbeda signifikan terhadap P0, P1, dan P3, (d) berbeda signifikan terhadap P0, P1, dan P2. 
Dari data penelitian didapatkan perbedaan signifikan luas area yolk sac antara kelompok kontrol dibandingkan kelompok perlakuan (CdCl2 0,5 ppm, 1 ppm, dan 1,5 ppm) secara berturut-turut sebesar kurang lebih 10%, 40%, dan 50%. Didapatkan hasil peningkatan luas area yolk sac pada kelompok perlakuan. CdCl2 1,5 ppm  meningkatkan luas area yolk sac dibandingkan CdCl2 0,5 ppm sebesar kurang lebih 40% dan CdCl2 1 ppm sebesar kurang lebih 10% (p<0,05). Kelompok CdCl2 1 ppm meningkatkan luas area yolk sac sebesar kurang lebih 30% dibandingkan CdCl2 0,5 ppm (p<0,05).

PEMBAHASAN
Efek Paparan CdCl2 terhadap Perubahan Usia Penetasan Embrio Danio rerio 





dan eliminasi sisa metabolisme yang mengakibatkan peningkatan laju respirasi dan ventilasi insang ikan. Peningkatan laju respirasi dan ventilasi insang ikan akan merangsang pengeluaran choriolysin dari hatching glands yang terdapat di epidermis dari yolk sac sehingga menyebabkan premature hatching15. Hal ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh Su Mei Wu, et al (2013) dengan memberikan   paparan  CdCl2  pada   embrio  Danio rerio 5,25 hpf dosis 1,6 ppm memberikan hasil percepatan penetasan embrio Danio rerio  pada 36 dan 48 hpf dengan persentase sebesar kurang lebih 6% dan 80%.Pada paparan CdCl2 0,5 ppm dan 1 ppm tidak mampu menyebabkan percepatan penetasan embrio Danio rerio , hal ini dapat terjadi karena cadmium konsentrasi rendah yang terlarut belum mampu menutupi porus chorion embrio ikan yang tersusun atas 3 layer dengan ketebalan 3,5 µm dan diameter 0,5 µm, sehingga O2 exchange dan pengeluaran sisa metabolisme ikan masih normal, apabila proses tersebut masih normal maka tidak akan terjadi peningkatan laju respirasi dan ventilasi insang ikan sehingga choriolysin tidak terstimulasi untuk keluar lebih awal dari periode normalnya15.
Penetasan merupakan suatu langkah esensial bagi spesies ikan yang menandakan berakhirnya masa embriogenesis dan dimulainya fase larva16. Embrio ikan yang telah tumbuh dan berkembang dengan baik akan menetas sesuai periode normal17. Proses penetasan secara normal pada embrio Danio rerio  terjadi pada rentang usia 72-96 hpf18. Proses penetasan embrio Danio rerio  dipengaruhi oleh faktor endogen dan eksogen16. Faktor endogen yang dapat mempengaruhi penetasan embrio Danio rerio  diantaranya yaitu kontraksi otot, pelepasan enzim proteolitik, dan kadar hormon. Sedangkan faktor eksogen yaitu siklus terang-gelap, kadar oksigen, air, pH, polutan lingkungan, dan logam berat16. Penetasan terjadi ketika embrio yang telah matang akan menghasilkan prolaktin yang berperan sebagai sinyal neuroendokrin dan akan merangsang pelepasan HGCs (Hatching Gland Cells). Sel tersebut akan menstimulasi pengeluaran enzim choriolysins atau HE-1 (Hatching Enzyme-1) yang akan melisiskan glikoprotein pada chorion, akibatnya chorion akan melemah. Ketika chorion melemah dan terjadi pergerakan aktif dari embrio mengakibatkan chorion robek sehingga embrio Danio rerio  keluar sebagai larva16.
	
Efek Paparan CdCl2 terhadap Perubahan Luas Area Yolk Sac Larva Danio rerio 
Pada penelitian ini, didapatkan peningkatan luas area yolk sac larva Danio rerio  bergantung pada dosis CdCl2. Semakin tinggi dosis CdCl2, maka luas area yolk sac akan semakin besar. Hal ini sesuai dengan teori dasar toksikologi bahwa “Semakin tinggi dosis, maka semakin parah respon individu”19. Pemberian CdCl2 dosis 0,5 ppm, 1 ppm, dan 1,5 ppm meningkatkan luas area yolk sac larva Danio rerio  secara signifikan dengan persentase berturut-turut sebesar kurang lebih 10%, 40%, dan 50%. Hal tersebut sesuai dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Witeska, et al (2013) yang memaparkan CdCl2 dosis 0,1 ppm selama 125 dan 141 hpf pada larva Leuciscus idus L. menyebabkan edema yolk sac.
Dengan adanya edema pada yolk sac, maka akan meningkatkan luas area yolk sac yang disebabkan oleh Cd dalam bentuk CdCl2 yang terakumulasi dalam perivitelline space embrio Danio rerio  diduga disebabkan karena ukuran partikel CdCl2 yaitu 0,033 µm dapat masuk secara difusi sehingga menyebabkan perubahan permeabilitas membran selektif chorion yang mengakibatkan gangguan pertukaran elektrolit yaitu K+, Na+, Mg2+, Ca2+ dan air pada perivitelline space sehingga terjadilah edema yolk sac20. Edema yolk sac Danio rerio  juga dapat terjadi jika paparan Cd dalam bentuk CdCl2 telah merusak ginjal ikan  disebabkan oleh peningkatakan Reactive Oxygen Species (ROS) yang diinduksi karena penurunan metallothionein sehingga Cd tidak mampu diikat oleh metallothionein. Penurunan metallothionein diduga disebabkan karena penurunan fungsi zinc yang terjadi sebagai bentuk antagonist reaction dari cadmium. Ginjal yang telah rusak akan terganggu fungsinya dalam mengatur keseimbangan cairan. Bagian dari ginjal, ductus pronephric yang bertugas untuk reabsorbsi elektrolit terganggu, sehingga terjadi ketidakseimbangan osmotik. Hal ini akan mengakibatkan edema yolk sac21.




Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa pemberian paparan CdCl2 kronis pada induk Danio rerio  (F1) menyebabkan:
1.	Teratogenik ditandai dengan percepatan penetasan embrio Danio rerio  (F2) pada dosis 1,5 ppm 
2.	Embriotoksik ditandai dengan perluasan area yolk sac larva Danio rerio  (F2) pada dosis 0,5 ppm, 1 ppm, dan 1,5 ppm.

Saran
Berdasarkan hasil penelitian ini, untuk pengembangan lebih lanjut adalah :
1.	Penelitian untuk mengamati usia penetasan embrio (F2) dan luas area yolk sac larva (F2) Danio rerio pada 24, 36, 48, 60, dan 72 hpf yang induknya (F1) dipapar CdCl2 selama 30 hari.
1.	Penelitian untuk mengamati usia penetasan embrio Danio rerio (F1) yang induknya dipapar CdCl2 dosis tinggi selama 30 hari.
1.	Penelitian untuk mengamati kadar elektrolit (Na+, Ca2+, Mg2+, K+) dan kadar oxidative stress (H2O2) pada embrio Danio rerio  (F2) yang induknya (F1) dipapar CdCl2 selama 30 hari.
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